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Cel projektu — Procesy krwiotworcze podlegaja Scistej regulacji poprzez szereg zidentyfikowanych
peptydow o charakterze czynnikéw wzrostu, cytokin, chemokin oraz wybranych bioaktywnych
fosfospingolipidow. W ostatnim czasie pojawity sie dowody na udziat sygnatowania purynergicznego,
ktdre jest pierwotna forma sygnalizacji zewnatrzkomorkowej, w regulacji hematopoezy. Najwazniejszym
mediatorem sygnatowania purynergicznego jest wydzielany z komérek adenozynotrifosforan (ATP), ktory
jako zewnatrzkomoérkowy adenozynotrojfosforan (€ATP) wiaze sie do rodziny receptor6w jonotropowych
typu P2X. Do tej pory zidentyfikowano 7 cztonkéw rodziny P2X (P2X1, 2, 3, 4, 5, 6 i 7), ktore sg
aktywowane wylacznie przez eATP, przy czym na prawidtowych mysich oraz ludzkich krwiotworczych
komorkach macierzystych (HSPC) wysokiej ekspresji ulegaja receptory P2X1, P2X4 oraz P2X7. eATP
aktywuje rowniez receptory z rodziny P2Y, ale receptory te, w przeciwienstwie do receptoréw P2X, sa
aktywowane nie tylko wytacznie przez eATP, ale rowniez przez np. eADP, eUTP i eUDP, a ich rola w
regulacji migracji HSPC nie jest znaczgca. Stad w_proponowanych badaniach skupimy si¢ na roli
receptorow P2X w procesach Kkrwiotworzenia. Ponadto, eATP jest przetwarzany w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej przez dwie ektonukleotydazy btony komérkowej - CD39 oraz CD73 do
zewnatrzkomorkowego metabolitu, adenozyny (eAdo). eAdo aktywuje receptory purynergiczne typu P1.
Rodzina P1 sktada si¢ z czterech podtypow receptorow sprzgzonych z biatkiem G (A1, Aja, Asg1A3), a
mysie i ludzkie HSPC wykazuja wysoka ekspresje A2A i A2B. Dlatego w naszych badaniach skupimy si¢
nad okresleniem roli receptorow A,a i Ao W biologii HSPCs. Realizowane badania — Nasze wstepne
dane wskazuja, ze eATP i eAdo reguluja odmiennie biologic HSPC. Ich dziatanie nasladuje, zgodnie z
chinskg filozofia, przeciwny efekt ,,yin-yang”, gdzie eATP jest pozytywnym ,,yin” a eAdo negatywnym
,yang” mediatorem sygnalizacji purynergicznej w procesach hematopoezy. W naszych badaniach
podejmiemy probe okreslenia mechanizmow sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej indukowanej eATP i
eAdo w HSPC, prowadzacej do aktywacji wewnatrzkomorkowego receptora rozpoznawania wzorcow
(ang. pattern recognition receptor)) - inflammasomu NIrp3 (NIrp3). Na poziomie molekularnym, podczas
gdy sygnalizacja eATP-P2X prowadzi do uwolnienia w cytozolu reaktywnych form tlenu (ROS) przez
blong¢ komorkows oraz btone mitochondrialng, sygnalowanie od pobudzonych receptorow eAdo-P1
aktywuje wewnatrzkomorkowa oksydazg hemowa-1 (HO-1). Zweryfikujemy eksperymentalnie hipoteze,
iz ROS pehig rolg aktywatora NIrp3, a HO-1 dziala jako negatywny regulator tego waznego
wewnatrzkomorkowego PRR. Nasze ostatnie badania wykazaty, ze Nlrp3 odgrywa istotng role w regulacji
migracji HSPC, prowadzi do aktywacji mikrosrodowiska krwiotworczego BM dla prawidlowego
wszczepiania si¢ oraz ekspansji i roznicowania HSPC podanych w materiale przeszczepowym.
Skoncentrujemy sie na roli NIrp3 regulowanego odmiennie przez eATP i eAdo i zrealizujemy 3 powigzane
ze sobg cele badawcze dotyczace: (1). Wyjasnienia mechanizmow oraz roli sygnalizacji receptorow eATP-
P2X w regulacji metabolizmu, migracji, proliferacji oraz réznicowania HSPC. Skoncentrujemy sie na
biologicznych skutkach interakcji eATP z trzema receptorami typu P2X, ktore ulegajq silnej ekspresji na
powierzchni HSPCs - P2X1, P2X4 i P2X7. (2). Zbadania roliodziatywar eAdo-P1 w regulacji biologii
HSPC. Badania zostang przeprowadzone ze szczegdlnym uwzglednieniem receptorow typu Pl - Aoai Agg.
Zweryfikujemy wyniki wstepnych badan swiadczgce o negatywnym wplywie eAdo na procesy proliferacji,
migracji oraz wszczepiania si¢ HSPC, W ktorych réwniez posredniczy eATP. (3). Analiza profilu
proteomicznego oraz transkryptomu wyjasniajgca przeciwstawne efekty sygnafowania eATP-P2X i eAdo-
P1 w regulacji metabolizmu i ekspansji HSPC.

Uzasadnienie wyboru tematyki badawczej — Zaproponowane innowacyjne badania dotycza wyjasnienia
pozytywnej (yin) oraz negatywnej (yang) regulacji HSPCs przy udziale sygnatlowania purynergicznego.
Hipoteze badawcza zweryfikujemy z wykorzystaniem pierwotnych prawidtowych mysich oraz ludzkich
HSPC, dostepnych mysich szczepéw pozbawionych receptorow purynergicznych oraz z zastosowaniem
drobnoczasteczkowych modulatoréw badanych szlakéw sygnatowych. Roéwnolegle przeprowadzimy
analizy molekularne, celem identyfikacji zmian na poziomie transkryptomu oraz profilu proteomicznego,
stosujac dostgpne metody RNA-Seq oraz MS. Badania te doprowadza do opracowania lepszej strategii
mobilizacji i zasiedlania komorek macierzystych, a takze wydajniejszych protokotéw ekspansji ex vivo
HSPC. Wyjasnimy rol¢ niedostatecznie zbadanych receptoréw purynergicznych P2X i PI1, ktore w
ostatnich latach zyskaty miano ,,krytycznych czynnikow regulujgcych procesy krwiotworzenia”.




